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El autismo es una de las enfermedades del neurodesarrollo más estudiadas y a su vez, 
más difíciles de comprender debido a su alta variabilidad fenotípica y etiológica. Dos 
sustancias muy relacionadas con la etiología de esta enfermedad son el insecticida 
Clorpirifos y el antiepiléptico Ácido Valproico. Son numerosos los estudios que 
confirman la relación entre la exposición a estas sustancias y la manifestación de 
comportamientos autistas, entre otros, la disminución o ausencia de la sociabilidad. 
En este estudio, se ha comprobado esta relación en ratas Wistar cuando el Clorpirifos 
y el Ácido Valproico son administrados de forma subcutánea durante el periodo 
gestacional a dosis de 1mg/Kg y 400mg/Kg, respectivamente. 
Para su estudio se ha elaborado un protocolo de la prueba de Crawley o Three-
Chamber Test, el cual consiste en enfrentar a las ratas experimentales a ratas totalmente 
desconocidas para ellas, y comprobar si existen o no comportamientos sociales o propios 
del Síndrome del Espectro Autista. 
Abstract 
Autism is one of the most studied neurodevelopmental diseases and at the same time, 
one of the most difficult disease to understand due to its high phenotypic and etiological 
variability. Two substances very related with the ethology of this disease are the 
insecticide Chlorpyrifos and the antiepileptic Valproic Acid. There are numerous studies 
that confirm a relationship between the exposure to these substances and the 
manifestation of autistic-like behaviour, like the decrease or lack of sociability. 
In this study, we have verified this relationship in Wistar rats when Chlorpyrifos and 
Valproic Acid are administered subcutaneously during the gestational period at doses of 
1mg/Kg and 400mg/Kg, respectively. 
For this study has been developed a protocol of a Crawley’s Test or Three Chamber 
Test, which consists of confront the experimental rats with a totally unknown rats to them 
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Desde el proyecto multidisciplinar coordinado por el laboratorio de psicobiología de 
la Universidad de Almería denominado “Correlatos neuro-biológicos de los desórdenes 
del neurodesarrollo inducidos por factores genéticos y ambientales”, se analiza, más 
específicamente, los efectos neurocognitivos producidos por el insecticida 
organofosforado Clorpirifos (CPF) y el antiepiléptico Ácido Valproico o Valproato 
(AVP) cuando se administran durante el periodo de gestación en ratas, y en paralelo con 
los resultados de las mismas pruebas en ratas knock-out para el gen FMR1. Para su 
estudio, se realizan pruebas de diversos parámetros bioquímicos, mediciones 
electrofisiológicas y pruebas conductuales, entre las que se encuentran: el registro de 
vocalizaciones en neonatos (USV) y el test de sociabilidad o test de Crawley. 
El término autismo, como tal, fue descrito por primera vez en 1943 por Leo Kanner en 
su artículo “Autistic disturbances of affective contact”. Desde entonces su significado y 
su criterio diagnóstico se ha ido modificando hasta consolidarse el Trastorno del Espectro 
Autista, tal y como se conoce en la actualidad.  
El Autismo es un trastorno del neurodesarrollo, caracterizado por una deficiente 
interacción social, capacidad del lenguaje no verbal alterado y alta frecuencia de 
conductas estereotipadas, entre otras cosas. Debido a su alta comorbilidad con otros 
trastornos, tiene una gran variabilidad de manifestaciones fenotípicas, de ahí que se hable 
de Espectro del autismo. 
La prevalencia del autismo ha ido incrementándose en los últimos años, siendo 
positivo en 1 de cada 100 nacimientos (Elsabbagh, Divan, Koh et al. 2012, Martínez-
Morga et al. 2019), y con mayor riesgo en hombres que en mujeres, en una relación de 4 
a 1 (Arberas y Ruggieri, 2019). 
La etiología del Autismo conocida hasta la fecha puede clasificarse, de manera 
resumida, en factores genéticos y factores ambientales. Esta variabilidad etiológica es 
también causante de la diversidad de síntomas encontrados en las personas con Autismo. 
En cuanto a los factores genéticos, cada vez más estudios a nivel molecular constatan 
la influencia de ciertos genes en el desarrollo de este trastorno. Entre los más de cien 
genes hallados, se encuentra el gen FMR1 (Arberas y Ruggieri, 2019), causante también 
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del Síndrome de X Frágil, el cual tiene una alta comorbilidad con el Autismo (Díaz-
Anzaldua y Díaz-Martínez, 2013). 
Respecto a los factores ambientales influyentes en el Autismo, se han descrito diversas 
sustancias cuya exposición, principalmente durante la etapa gestacional, puede causar 
este síndrome. Entre todas estas sustancias, se encuentran el Clorpirifos y el Ácido 
Valproico utilizados en este trabajo. 
A modo de resumen, el Clorpirifos (O-dietil O-3,5,6-trichloropyridin-2-il 
fosforotioato) es uno de los insecticidas más utilizados mundialmente y, por consiguiente, 
también uno de los más estudiados e investigados respecto a las repercusiones que tiene 
su exposición tanto a dosis preclínicas, como a dosis más elevadas, ya sea en modelos 
animales -ratones y ratas, principalmente- (Ricceri et al. 2003; Icenogle et al. 2004), como 
en humanos (Rauh et al. 2006).  
La mayor parte de la toxicidad de esta sustancia viene cuando ésta se bio-transforma, 
oxidándose en su forma oxon - clorpirifos-oxon -, metabolito que ha sido descrito como 
el principal causante de la inhibición de la actividad de las colinesterasas en el cerebro 
(Eaton et al., 2008), ya que tal y como afirmó Chambers en 1992, el Clorpirifos per se, 
no tiene la capacidad de inhibir de manera significativa la actividad de las colinesterasas. 
Más específicamente, el Clorpirifos, al igual que la mayoría de los insecticidas 
organofosforados, inhibe la actividad de la Acetilcolinesterasa (AChE), enzima 
determinante en la correcta función de la Acetilcolina. 
Son numerosos los estudios que constatan que su exposición da lugar tanto a corto 
como a largo plazo, a patrones de conducta -entre otras cosas- deficientes, tales como 
hiperactividad, agresividad, problemas de memoria o locomotores (Lan et al. 2019; Levin 
et al. 2002; Ricceri et al. 2006) o comportamiento social alterado, similar al que se puede 
encontrar en el Trastorno del Espectro Autista o en el Síndrome de X Frágil (FXS) 
(Hamilton et al. 2014). 
En cuanto al Ácido Valproico (ácido 2-propilpentanoico), se trata de un fármaco 
antiepiléptico ampliamente utilizado para tratar las convulsiones y los ataques epilépticos. 
Sin embargo, se ha demostrado que este tratamiento tiene efectos adversos para la salud, 
principalmente cuando es administrado en periodos gestacionales. Estudios como los 
realizados por Kataoka et al. en 2013, demuestran que la exposición al Valproato en 
ratones en periodo gestacional causa una disminución del número de las neuronas de las 
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crías machos. Entre las secuelas conductuales, se encuentra la expresión de conductas 
propias de personas con Trastorno del Espectro Autista o incluso, en casos más extremos, 
la propia enfermedad (Chomiak et al. 2013, Dufour-Rainfray et al. 2011). 
La medida conductual utilizada en este trabajo para evaluar comportamientos similares 
a los del Espectro Autista es el Test de Crawley. Este test, también conocido como test 
de sociabilidad o three-chamber test, es una prueba elaborada por Jacqueline N. Crawley 
en 2004, descrita en su artículo “Designing mouse behavioral tasks relevant to autistic-
like behaviors”, que evalúa el comportamiento social en modelos animales cuando éstos 
se enfrentan a estímulos novedosos. Originalmente, Crawley propuso esta prueba para 
evaluar el comportamiento social en ratones en desarrollo con Trastorno del Espectro 
Autista, creando así una forma sencilla de comprobar la existencia de comportamientos 
propios de este trastorno en modelos animales. 
Actualmente existen varias modalidades para llevar a cabo la prueba. En algunos 
estudios se utilizan un objeto inanimado novedoso frente a un animal extraño para el 
animal experimental (Hamilton et al. 2014), otros prefieren emplear dos objetos 
inanimados novedosos y por último hay quien opta por hacer uso de dos animales 
extraños para el animal experimental (Tian et al. 2017, McNaughton et al. 2008).  
En el caso de este trabajo, el animal experimental, debe enfrentarse a dos ratas con las 
que nunca ha tenido ningún tipo de contacto. 
La prueba se lleva a cabo en un aparato que consta de tres compartimentos 
denominados Zona 1, Zona Central y Zona 2. Tanto en la Zona 1 como en la Zona 2, se 







En este estudio se utilizaron un total de 126 ratas Wistar, nacidas en las instalaciones 
de la Universidad de Almería, a partir de 25 hembras Wistar procedentes de Janvier Labs. 
Se utilizó la misma proporción de animales hembras y machos. De éstas, 60 fueron 
denominadas “extrañas” y 66 “experimentales”. 
Las ratas extrañas y las ratas experimentales fueron divididas en cajas-hogares 
diferentes con ratas de su mismo sexo. En cada caja-hogar se delimitó un máximo de 4 
ratas 
Durante toda la estancia de los animales en el animalario, tanto las madres como las 
crías utilizadas en la prueba, estuvieron alimentadas con agua y comida ad libitum con 
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas (luces encendidas a las 7 p.m.) y temperatura de la 
sala de 21± 2ºC y humedad de ≈ 40%. 
Todos los procedimientos realizados en este estudio son pate del proyecto PSI2017-
86847-C2-1-R de la Universidad de Almería y estuvieron regulados por la Directiva 
2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, por el Real Decreto Español 53/2013 
por el que se regulan las normas básicas aplicables para la protección de animales 
utilizados en experimentación y otros fines científicos y aprobados por el Comité de 
Investigación Animal de la Universidad de Almería. 
 
2. Reactivos y químicos 
Durante todo el periodo de anterior, durante y posterior de la realización de la prueba, 
se utilizaron los siguientes materiales: 
- Chlorpyriphos Pestanal® (CPF), 100 mg, Sigma Aldrich. 
- Ácido 2-propilpentanoico (AVP), Sigma Aldrich. 
- Suero salino con pH 7.3. 
- Dimetilsulfuro (DMSO). 






Se trata de una caja de madera negra, de 102 x 100 cm, dividido en tres zonas 
exactamente iguales por dos paredes de plexiglás con una abertura a modo de puerta que 
comunica la Zona Central con las zonas 1 y 2, tal y como se muestra en la Figura 1. 
Dentro de las zonas 1 y 2 se encuentra una jaula de barras de metal que permite a las 
ratas de dentro y fuera de la jaula tener contacto. Alrededor de cada una de las jaulas, se 
delimita un perímetro en el cual se considera que la rata experimental está interactuando 
con la rata extraña que se encuentra en la jaula. Este perímetro es lo que se ha denominado 
Zona de contacto 1 y Zona de contacto 2 en la Figura 1. 
 
Figura 1. Esquema del Aparato de Crawley 
  
Zona contacto 2 
















Para crear los diferentes grupos experimentales, se utilizó 25 hembras Wistar 
embarazadas procedentes de Janvier Labs. 
Durante el periodo de gestación, se administró mediante punción subcutánea, una de 
las siguientes sustancias: 
- 1 mg/kg de CPF durante los días gestacionales (GD) 12 al 15, disuelto en DMSO. 
- 400 mg/kg de AVP en el GD 12.5, disuelto en salino (100mg/ml, pH 7.3). 
- Durante los GD12-GD15, inyección de 1 mg/Kg de DMSO como grupo control. 
Al grupo de ratas a las que se les administró el AVP, se les administró también durante 
los días siguientes (GD 13-15) una dosis de salino para equiparar la situación de estrés a 
la que el resto de los grupos experimentales estuvo expuesto en esos días. 
La elección de la sustancia administrada para cada rata se hizo de forma aleatoria. 
En el PND1, de cada parto se seleccionaron 10 crías de forma aleatoria y se dividieron 
en “ratas experimentales” y “ratas extrañas”. Todas las ratas extrañas, pertenecían al 
grupo control. Durante toda la estancia previa a la prueba en el animalario, aquellos 
roedores que fueron considerados experimentales (grupos control, CPF y AVP) 
permanecieron en cajas-hogar diferentes de aquellos que se utilizarían como extraños. El 
procedimiento más adecuado, habría sido mantener estas cajas-hogar en animalarios 
distintos, ya que, de esta forma, el investigador garantiza que las ratas extrañas son 
realmente desconocidas para los sujetos experimentales. Debido a la falta de espacio en 
el animalario, en este caso solo se separaron en cajas-hogar distintas, permaneciendo éstas 
en la misma sala. 
Día 0. Habituación de los extraños. 
Por cada rata que se utiliza como “extraño”, se debe realizar una habituación los días 
previos a la realización de la prueba (PND 31-36). Para ello, se deja en primer lugar al 
animal suelto por todo el aparato durante 10 minutos. A continuación, se mete en una de 
las jaulas, donde permanece durante 10 minutos. Por último, se mete en la otra jaula 
durante otros 10 minutos. 
La habituación se realizó de forma que cada día durante el periodo descrito 
anteriormente, la ejecutase el grupo de extraños machos o de extraños hembras. 
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Alternando los días en los que cada grupo de extraños realizaba la habituación, en cada 
uno de los días realizó una de las fases de la habituación. 
El aparato se limpió con alcohol al 70% cada vez que se cambiaba de animal durante 
el periodo de habituación. 
Día 1. Ejecución de la prueba. 
La realización de la prueba se llevó a cabo a lo largo de PND 37- PND 46. Esta consta 
de tres fases: (1) se introduce a la rata experimental en la Zona Central con las puertas 
hacia las zonas 1 y 2 cerradas, y se registra su movimiento durante 10 minutos. Esta fase 
se utiliza como habituación de la rata experimental en el aparato. (2) Se desbloquean las 
puertas para permitir el acceso a las zonas 1 y 2, se introduce a la primera rata extraña del 
mismo sexo que la rata experimental en la jaula de la Zona 1, y a continuación se coloca 
a la rata experimental de nuevo en la Zona Central. Se registra su movimiento durante 10 
minutos. En esta fase se mide la sociabilidad de las ratas. (3) Sin sacar a la rata de la jaula 
de la Zona 1, se introduce a la segunda rata extraña del mismo sexo que la rata 
experimental en la jaula de la Zona 2, y de nuevo a la rata experimental en la Zona Central. 
Se registra su movimiento durante 10 minutos. La tercera fase mide la preferencia por un 
estímulo social novedoso. 
Durante toda la ejecución de la prueba, se realizó un contrabalanceo de los animales 
que se usaron como extraños para cada rata experimental, de manera que no se utilizasen 
las mismas ratas en más de dos ensayos seguidos. Esto es relevante porque el hecho de 
estar en una jaula supone una situación de estrés para el animal, volviéndolas más 
nerviosas o agresivas. Este estado de estrés en las ratas puede, además, dar lugar a 
variaciones significativas en los resultados obtenidos. 
También hay que tener en cuenta que al igual que en la fase de habituación, el aparato 
se limpió con alcohol al 70% cada vez que se cambiaba de rata experimental, para evitar 
que éste tenga olores, excrementos o pelos de las ratas anteriores, ya que esto podría 
interferir en la conducta de la rata durante la prueba. 
Durante toda la ejecución de la prueba, la luz de la sala donde se llevó a cabo fue tenue 
y se procuró que no hubiese ruidos cerca que pudiesen distraer a los animales de su tarea. 
El programa con el que se registraron los datos, Ethovision XT7,  recoge gran variedad 
de parámetros que se pueden seleccionar dependiendo de las necesidades de la 
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investigación. En este caso se registraron las siguientes variables: frecuencia, duración 
total (s) y latencia (s) para cada una de las zonas del aparato, distancia recorrida (cm), 
velocidad (cm/s), velocidad angular (grado/s), duración de movimiento (s), movimiento 
(%), frecuencia de rearing, frecuencia de inmovilidad, duración de inmovilidad (s), 




Se ha utilizado un ANOVA univariado para examinar las diferencias entre los datos 
de los distintos grupos en los Índices de Sociabilidad (SI) y el Índice de Preferencia Social 
Novedosa (SNI) correspondientes a las fases 2 y 3, respectivamente. 
Los datos pertenecientes al control locomotor y el tiempo invertido en cada zona del 
aparato han sido expresados en media ± error estándar de la media (S.E.M.) y han sido 
analizados mediante ANOVA univariado. 
En todos los casos en los que se han encontrado diferencias estadísticamente 
significativas, se ha utilizado el test Post-Hoc de Bonferroni para comprobar las 
diferencias entre los grupos. 
En todos los análisis se han eliminado los outliers para cada variable, se ha utilizado 






1. Datos brutos 
En el anexo 1 se encuentran los datos obtenidos durante el registro con Ethovision 
XT7. Las variables registradas son: frecuencia, duración total (s) y latencia (s) para cada 
una de las zonas del aparato, distancia recorrida (cm), velocidad (cm/s), velocidad angular 
(grado/s), duración de movimiento (s), movimiento (%), frecuencia de rearing, frecuencia 
de inmovilidad, duración de inmovilidad (s), frecuencia de movilidad, duración de 
movilidad (s), frecuencia de movimiento fuerte y duración de movimiento fuerte (s). 
 
2. Validación del Aparato 
En primer lugar, se ha realizado una validación del aparato de Crawley utilizado. Este 
primer análisis es fundamental para comprobar que el aparato funciona en ratas controles 
como debería según la literatura.  Las siguientes gráficas muestran el resultado de dicho 
análisis sobre la duración de los grupos controles de cada sexo en las fases 2 y 3:  









































Gráfico 1. Duración en segundos en la fase 2 de los grupos controles en cada una de las 
zonas: Zona central (ZC), Zona 1 (Z1) y Zona 2 (Z2). Los datos han sido expresados 













































Gráfico 2. Duración en segundos en la fase 3 de los grupos controles en cada una de las 
zonas: Zona central (ZC), Zona 1 (Z1) y Zona 2 (Z2). Los datos han sido expresados 
como media ± error estándar de la media (S.E.M.). 
 
En ambos gráficos se muestra que tanto en machos como en hembras se sigue la 
distribución esperada en los grupos controles: en la fase 2 (Gráfico 1), las ratas pasan más 
tiempo en la zona en la que se encuentra el desconocido 1 (Z1), en comparación con el 
tiempo que pasan en la zona en la que la jaula está vacía (Z2). En la fase 3 (Gráfico 2), 
las ratas pasan más tiempo en la zona de la rata desconocida 2 (Z2) en comparación con 
el tiempo que pasan en la zona de la rata conocida (Z1). 
 
3. Control locomotor 
Se ha realizado un análisis del nivel motor de las ratas experimentales para comprobar 
que las posibles diferencias de los grupos experimentales no se deban a la falta de 
movimiento si no realmente porque hay o no sociabilidad o preferencia por el estímulo 
social novedoso. 
 Para ello se han comparado los resultados registrados en las variables distancia 
recorrida (cm), frecuencia de rearing y duración de movilidad (s) de los dos grupos 




Los datos de cada grupo se han expresado en media ± S.E.M. y se han analizado 
mediante un ANOVA univariado (α=0.05). Para comprobar las diferencias significativas 
intergrupos, se ha realizado la prueba Post-Hoc mediante el estadístico de Bonferroni. 
 
Tabla 1. 
Media ± S.E.M. de las variables “distancia recorrida”, “rearing” y “movilidad (s)” para 
los tres grupos de ratas en cada una de las fases de la prueba. 
 FASE 1. HABITUACIÓN 


























































FASE 2. SOCIABILIDAD 



























































FASE 3. PREFERENCIA SOCIAL 




























































En los diferentes grupos, el análisis con ANOVA univariado no ha relevado datos 
estadísticamente significativos en función del tratamiento (Tabla 1), salvo en la fase de 
habituación en la variable movilidad (s) [F(2, 55) = 3.366, p= .042] y en la variable 
rearing en la fase de preferencia por un estímulo social [F(2, 53)=3.198, p= .049]. 
En el análisis Post-Hoc con Bonferroni para estas dos variables sólo se han encontrado 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos Clorpirifos (CPF) y Valproato 
(AVP) para la variable movilidad (s)  de la fase de habituación: CPF*AVP= .047. 
 
4. Tiempo en cada compartimento 
Se ha examinado el tiempo que ha invertido cada grupo experimental en los 
compartimentos del aparato en los que se encontraban las jaulas, tanto en la fase 2 (Test 
de Sociabilidad) como en la fase 3 (Test de Preferencia Social Novedosa). 
Los resultados obtenidos son los siguientes: 




























Gráfico 3. Tiempo invertido en cada compartimento durante la fase 2 (Test de 
Sociabilidad) expresado en media ± error estándar de la media (S.E.M.). 
En el gráfico 3 se observa una clara preferencia de los tres grupos experimentales por 
la zona del aparato en el cual se encuentra la rata desconocida 1 (Zona 1) en comparación 
con el tiempo que pasan en la zona donde la jaula está vacía (Zona 2). 
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Gráfico 4. Tiempo invertido en cada compartimento durante la fase 3 (Test de 
Preferencia Social Novedosa) expresado en media ± error estándar de la media (S.E.M.). 
En el gráfico 4 se observa que en los tres grupos experimentales hay una preferencia 
por pasar tiempo en la zona donde se encuentra la rata desconocida 2 (Zona 2) en 
comparación con el tiempo invertido en la zona donde está la rata conocida (Zona 1). 
 
En el análisis estadístico con ANOVA no se han encontrado diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos en función del tratamiento ni en la fase 2 
en la Zona 1: [F(2, 57)=1,604, p= .210], en la Zona 2: [F(2, 56)= 0.543, p= .584], ni en la 
fase 3 en la Zona 1: [F(2, 57)=1.551, p= .221] ni en la Zona 2: [F(2, 58)= 0.058, p= .944]. 
 
5. Índice de Sociabilidad (SI) e Índice de Preferencia Social Novedosa (SNI) 
Para comprobar si realmente hay o no sociabilidad, se han analizado los índices de 
sociabilidad (SI) y de preferencia social novedosa (SNI) para los tres grupos 
experimentales mediante las siguientes fórmulas (Bambini-Junior et al. 2014): 
𝑆𝐼 =
Tiempo exploración𝑑𝑒𝑠𝑐𝑜𝑛𝑜𝑐𝑖𝑑𝑜 1 − 𝑇𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛𝑗𝑎𝑢𝑙𝑎 𝑣𝑎𝑐í𝑎




Tiempo exploración𝑑𝑒𝑠𝑐𝑜𝑛𝑜𝑐𝑖𝑑𝑜 2 − 𝑇𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛𝑐𝑜𝑛𝑜𝑐𝑖𝑑𝑜 1




El Índice de Sociabilidad (SI) se define como la ratio entre la duración en la zona de 
la rata desconocida 1 y la duración en la zona vacía, mientras que el Índice de Preferencia 
Social Novedosa (SNI) se define como la ratio entre la duración en la zona de la rata 
conocida y la duración en la zona de la rata desconocida 2. Para ambos índices, los rangos 
de los resultados se mueven entre -1 y 1. Cuanto más se acerque el resultado a 1, mayor 
será la sociabilidad (en SI) o mayor interés mostrará por el estímulo social novedoso (en 
SNI) (Kim et al. 2011). 
En el caso del protocolo de la prueba de Crawley utilizado en este estudio, el Índice 
de Sociabilidad (SI) corresponde a los datos obtenidos en la fase 2, mientras que el Índice 
de Preferencia Social Novedosa (SNI) corresponde a los datos de la fase 3. 
Los resultados para ambos índices en función del tratamiento son los siguientes: 
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Gráfico 5. Índice de Sociabilidad (SI) en función del tratamiento. Los datos han sido 
expresados como media ± error estándar de la media (S.E.M.). 
 
En el Gráfico 5 se observa una disminución de la sociabilidad del grupo Clorpirifos 
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Gráfico 6. Índice de Preferencia Social Novedosa (SNI) en función del tratamiento. Los 
datos han sido expresados como media ± error estándar de la media (S.E.M.). 
 
En el Gráfico 6 se observa una clara disminución del interés por estímulo social 
novedoso (rata desconocida 2) en los dos grupos experimentales (CPF y AVP) respecto 
al resultado del grupo Control. 
 
Tras analizar los datos obtenidos en ambos índices mediante una ANOVA univariado, 
ninguno de los grupos experimentales ha mostrado diferencias estadísticamente 
significativas en función del tratamiento ni en el Test de Sociabilidad (Fase 2): [F(2, 53)= 
3.177, p= .050] ni en el Test de Preferencia Social Novedosa (Fase 3): [F(2, 53)= 1.897, 
p= .160]. 
 
6. Control de la maduración 
Se ha realizado un estudio del nivel de maduración de las ratas experimentales en 
función del peso (g) de los animales en el periodo de tiempo en el que se llevó a cabo la 
prueba de Crawley (PND 37 - 48), más concretamente en los días: PND 30, PND 38 y 
PND 45. Estos datos han sido analizados en comparación con su respectivo grupo control 
para comprobar que no existe ningún tipo de retraso en la maduración que pudiese alterar 
los resultados obtenidos en los Test de Sociabilidad y Preferencia Social Novedosa. 
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Gráfico 7. Medias de los pesos en los días postnatales 30, 38 y 45 de las ratas macho en 
función del tratamiento. Los datos han sido expresados como media ± error estándar de 
la media (S.E.M.). 
En el Gráfico 7 se observa un aumento de peso progresivo en las ratas macho similar 
en los dos grupos experimentales (CPF y AVP) con respecto al grupo control. 
































Gráfico 8. Medias de los pesos en los días postnatales 30, 38 y 45 de las ratas hembra 
en función del tratamiento. Los datos han sido expresados como media ± error estándar 
de la media (S.E.M.). 
Al igual que sucede en los machos, en el Gráfico 8 se observa que el aumento de peso 
de las hembras se desarrolla de manera progresiva y similar en los grupos experimentales 





En primer lugar, los resultados de la validación del aparato indican que el aparato 
utilizado en este estudio funciona correctamente, obteniendo resultados, tanto en la fase 
2 como en la fase 3, en ratas controles que coinciden con los descritos en la literatura. Las 
ratas controles pasan más tiempo durante la fase 2 en la zona de la rata desconocida 1 
(Z1) en comparación con el tiempo que pasan en la zona donde se encuentra la jaula vacía 
(Z2). Por otro lado, en la fase 3, las ratas controles invierten más tiempo con la rata 
desconocida 2 (Z2) que con la rata conocida 1 (Z1). 
De esta forma se descarta que las alteraciones que pudiesen darse en los resultados de 
los índices de sociabilidad se deban a un mal funcionamiento del aparato. 
Los apartados 3 (Control locomotor) y 6 (Control de la maduración) de los resultados 
han sido analizados para comprobar que los resultados de los índices de Sociabilidad y 
de Preferencia Social Novedosa no han sido afectados por otras variables. 
En el caso del control locomotor, los datos que han revelado mayores diferencias 
estadísticamente significativas son en función del sexo. Puesto que los índices de 
Sociabilidad y de Preferencia Social Novedosa no se han analizado diferenciando ambos 
sexos, el hecho de que existan diferencias en la movilidad de los machos y de las hembras 
no es relevante para este estudio. 
En cuanto al análisis en función del tratamiento, solo se obtuvo un dato 
estadísticamente significativo en la variable movilidad (s) - [ F(2, 55) = 3.366, p= .042] – 
de la fase de habituación. En este caso, el análisis Post-Hoc reveló que las diferencias 
significativas se encuentran entre los grupos Clorpirifos y Valproato. 
Al no hallar diferencias significativas en la movilidad de los grupos experimentales 
con respecto al grupo control, se puede descartar la posibilidad de que los índices de 
sociabilidad hayan sido afectados por esta variable. 
La última variable analizada es el peso de las ratas antes y durante el desarrollo de la 
prueba de Crawley. Tanto los machos como las hembras siguen un desarrollo de la 
maduración normal respecto a su grupo control, aumentando de peso de manera 




Los resultados obtenidos en los índices de Sociabilidad (SI) y de Preferencia Social 
Novedosa (SNI), indican que ni el grupo Clorpirifos ni el grupo Valproato muestran una 
alteración de la sociabilidad significativa respecto al grupo control cuando se les 
administra dichas sustancias de forma prenatal en las cantidades descritas anteriormente. 
Estos datos han sido corroborados también con el análisis de la media de tiempo (s) 
que invierte cada grupo en las zonas 1 y 2 durante las fases 2 y 3 de la prueba. Éstos 
confirman el hecho de que, en ambas fases, los grupos experimentales pasan 
aproximadamente el mismo tiempo en las zonas 1 y 2 que el grupo control, indicando que 
no existen diferencias en la sociabilidad entre los distintos grupos. 
Los resultados obtenidos aquí, no se ajustan a los encontrados en muchos otros 
estudios que utilizaron dosis y edades de los animales similares. Algunos de estos estudios 
son, por ejemplo, los realizados por Kim et al. en 2011, en el que hallaron una ausencia 
de la sociabilidad y de la preferencia social novedosa en ratas Sprague-Dawley a las que 
se les había administrado 400mg/Kg de AVP en el GD12 o en su estudio posterior en 
2014 en el que encontraron de nuevo una ausencia de la sociabilidad en ratas expuestas a 
las mismas condiciones anteriormente descritas. Otros estudios como los realizados por 
Kataoka et al. en 2013, encontraron disminuciones de las interacciones sociales y de la 
actividad locomotora en ratones ICR CD-1 expuestos a 500mg/Kg en el GD 12.5. 
En cuanto a los resultados del grupo Clorpirifos, tampoco se ajustan a los descritos en 
la literatura por autores como, por ejemplo, Lan et al. en 2017 y en 2019, quienes 
encontraron una disminución de la sociabilidad de ratones expuestos a CPF durante el 





La discrepancia de estos resultados respecto a los ya publicados por diferentes autores, 
no permite confirmar que el protocolo aquí utilizado sea realmente válido para comprobar 
la existencia de comportamientos pertenecientes al Síndrome del Espectro Autista en 
ratas Wistar adolescentes que fueron expuestas de forma gestacional a Clorpirifos y Ácido 
Valproico en dosis de 1mg/Kg (GD12-15) y 400mg/Kg (GD12.5) respetivamente. 
Como posibles continuaciones o mejoras de este estudio, los resultados aquí obtenidos 
podrían contrastarse con los datos de la prueba de Crawley de las mismas ratas cuando ya 
son adultas, para comprobar si existen diferencias en la sociabilidad a medida que pasa el 
tiempo. También podría ampliarse con un estudio de otras pruebas conductuales, como el 
registro de vocalizaciones en neonatos (USV) o el análisis de ciertos parámetros 
bioquímicos, como el análisis de las Colinesterasas y la Acetilcolinesterasa, que podría 
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Anexo 1. Datos brutos del Test de Crawley 
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